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Di che cosa parleremo?

1. Perché si sono sviluppate le scienze omiche
2. Quali sono le scienze omiche
3. Proteomica e tecnologie di indagine high-throuput
4. La spettrometria di massa per identificare le proteine 
5. Integrazione delle scienze omiche
6. L’approccio delle scienze omiche con gli studenti
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Dal dogma centrale della biologia molecolare 

alle scienze omiche
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Dal dogma centrale della biologia molecolare 

alle scienze omiche

L’ informazione per la sintesi delle proteine è contenuta nel DNA. La 
trascrizione e la traduzione sono i processi attraverso cui 
l’informazione genetica è convertita in proteine. Il flusso 

dell’informazione genetica è unidirezionale, ovvero non passa mai 
dalle proteine agli acidi nucleici.

Il codice genetico non è sovrapposto
Il codice non ha punteggiatura
Il codice genetico è degenerato

Il codice genetico è letto in tripletteSc
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Dal dogma centrale della biologia molecolare 

alle scienze omiche

Lipidomica

Glicomica

Farmacogenomica
Nutrigenomica

Microbioma

Epigenomica
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Metodo di Sanger 

per il sequenziamento del DNA
Metodo enzimatico (poiché sfrutta gli enzimi della replicazione del DNA) 

Basato sulla capacità di mimare in vitro la replicazione del DNA e sulla possibilità di 
interrompere la sintesi e identificare l’ultimo nucleotide inserito

Formazione del legame fosfodiesterico
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Elettroforesi: principi generali

Una molecola con una carica netta non nulla posta tra due elettrodi di segno opposto migra verso 

l’elettrodo con segno opposto alla sua carica netta

La molecola si muove verso l’elettrodo di segno opposto con una velocità (v) che è proporzionale all’entità del campo elettrico 
(V) e della sua carica (q) e inversamente proporzionale all’attrito che incontra nel muoversi (f – coefficiente d’attrito)

ddp (V)

+ -
-

d

qv

+

0

ddp (V): differenza di potenziale 

applicata tra gli elettrodi

d: distanza tra gli elettrodi

q: carica della molecola

E (campo elettrico) = V/d
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Elettroforesi su gel
 Metodo più utilizzato

 Separazione di proteine ed acidi nucleici

1. Il gel agisce da setaccio molecolare e migliora la separazione

 Gel di agarosio

 Gel di poliacrilamide

 Gel di silice 

 Gel di amido

Effetto setaccio

DNA PIU’ LEGGERO

L’elettroforesi può essere 

considerata una tecnica di 

separazione che ci permette 

di pesare il DNA

DNA PIU’ PESANTE
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Il progetto genoma umano



Sequenziare il genoma umano, cioè scoprire l’esatta successione dei nucleotidi presenti nel DNA rappresentativo di un 
essere umano (diversi volontari) in 15 anni
• Definire una mappa fisica e genetica del genoma umano
• Sequenziare e mappare 5 organismi modello (incluso topo)
Stabiliti nel 1988 da un US Academy of Sciences e poi ripresi dall’ente americano che lanciò il progetto
(Dipartimento dell’Energia)

L’approccio dell’IHGSC prevedeva la suddivisione del 
genoma in diversi segmenti,

minimizzandone la sovrapposizione, in base
a una mappa predisposta inizialmente. I

frammenti venivano poi clonati in batteri
vettori capaci di replicare il DNA per poterne avere 

quantità sufficienti per il sequenziamento. 
L’allineamento delle sequenze

avveniva poi per mezzo di software dedicati.
La seconda tecnica, quella utilizzata dalla

Celera Genomics, il whole-genome shotgun,
prevedeva di frammentare il genoma in

modo casuale, con parziali sovrapposizioni,
in modo da permettere la ricostruzione della

sequenza con analisi informatiche.

Il progetto genoma umano
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Genomica

Sequenziamento dei genomi di altri organismi

La genomica si fonda sugli aspetti statici delle 
informazioni contenute nel DNA:
Quanto sono grandi i genomi
Quanti geni contengono
Come sono organizzati e distribuiti i geni nei 
genomi
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Sequenziamento massivo 
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Genomica comparativa • I genomi degli organismi 
eucariotici sono di 

dimensioni superiori 
rispetto a quelli procariotici
• In generale, le specie 

pluricellulari possiedono più 
DNA rispetto agli eucarioti 

unicellulari
• I genomi eucariotici 
contengono un maggior 

numero di geni rispetto ai 
procarioti

Tra gli organismi pluricellulari non esiste una stretta relazione tra l’ampiezza del 
genoma, il numero di geni e la complessità

Conoscere 
la sequenza del genoma umano 
è solo il punto di partenza della 

ricerca genomica: ogni individuo 
è molto di più della semplice 
stringa di nucleotidi racchiusa 

nel suo genoma.
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Era post-genomica: Genomica funzionale

Le sequenze di DNA sono molto simili tra individui differenti!!!!

99.8%

90% 50%

Le differenze tra gli individui non risiedono tanto nelle singole informazioni (i geni 
sono conservati nel corso dell’evoluzione) ma nel modo in cui essi interagiscono

Per comprendere la funzionalità di una cellula, il dinamismo cellulare, la plasticità cellulare, il differenziamento, 
l’associazione genotipo-fenotipo è necessario cambiare prospettiva, abbandonando l’approccio riduzionista, a favore di 

una visione olistica, in grado di descrivere tutte le interazioni che si verificano in una cellula e in un tessuto
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Il trascrittoma comprende l’insieme delle molecole di RNA messaggero presenti in una cellula di un dato tessuto in un 
dato momento. Per definire un gene differenzialmente espresso si tiene conto se la sua espressione genica si discosta 
dalla situazione di uguale espressione nei due stati in modo significativo, confrontando, ad esempio, con un valore 
soglia per definire se sovrao sotto-espressi rispetto a tale valore di espressione.

Era post-genomica: trascrittomica

• rRNA  
• micro-RNA  
• long non-coding RNA 

L’analisi dei trascrittomi viene 
effettuata attraverso l’utilizzo di due 
differenti tecnologie: 
• Microarray
• NGS (Next-Generation 

Sequencing).

1995 vennero sviluppati i primi 
microarray basati su spotting di 
molecole di cDNA, 
2002 si passò a utilizzare i cosiddetti 
high density oligo microarrays; 
2008 la tecnica di RNA-Seq permette il 
sequenziamento degli RNA messaggeri 
attraverso tecniche di tipo NGSSc
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La tecnologia dei microarray

Un microarray è un insieme di microscopiche sonde di DNA legate a 
una superficie solida (vetro, plastica o chip di silicio) formanti un array 
(matrice). Tali array permettono di esaminare simultaneamente la 
presenza di moltissimi geni all’interno di un campione di DNA. I limiti di 
questa tecnica sono numerosi: prima di tutto è necessario conoscere la 
sequenza dei geni di cui valutare l’espressione, al fine di disegnare le 
probe da caricare sul microarray; l’ibridazione è inoltre influenzata da 
“rumore di fondo” dato da appaiamenti incompleti, imprecisi, che 
riducono la specificità della tecnica; 
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Lo studio del proteoma è molto più complesso
dello studio del genoma

Un gene non codifica per una sola proteina
Non vi è una correlazione lineare tra 
quantità di mRNA e proteina

• Splicing e splicing alternativo
• Editing dell’RNA
• Regolazione genica post-trascrizionale da parte dei 

microRNA
• Controllo di qualità ed esportazione nucleare dei 

mRNA
• Il turnover dell’RNA citoplasmatico
• Traducibilità e induzione/repressione della traduzione
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Mentre il genoma è costante per una data cellula ed identico per tutte le cellule di un organismo (e non cambia molto 
all’interno della specie) il proteoma è dinamico nel tempo, si modifica in risposta a fattori esterni e differisce in maniera
sostanziale tra i diversi tipi cellulari

Correlazione genotipo-fenotipo

Lo studio del proteoma è molto più complesso
dello studio del genoma

Stesso genoma, differente 
proteoma, differente fenotipo

Sc
ie

n
ze

 o
m

ic
h

e
: 

G
ra

n
d

i a
p

p
ar

ec
ch

ia
tu

re
 p

e
r 

la
 P

ro
te

o
m

ic
a



Lo studio del proteoma è molto più complesso
dello studio del genoma

Il materiale genetico è formato dalla ripetizione di 4 basi azotate, la complessità strutturale delle proteine è 
notevolmente più elevata (20 tipi di amminoacid e coniugati con macromolecole differenti come lipidi, carboidrati, 
nucletotidi) 
Il DNA è presente in quantità uniforme in una cellula, il livello di espressione quantitativo delle proteine che esso 
codifica può variare in un intervallo di concentrazione da 1 a 1x106 / 1x109
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Quali sono le domande alle quali 

la Proteomica può dare una risposta

1. Quali proteine sono differenzialmente espresse oppure modificate  (sia in termini qualitativi che quantitativi) 

confrontando due (o più) fenotipi cellulari

Un esempio di diversi fenotipi cellulari potrebbe essere:

• Cellule di origine diversa;

• Cellule dello stesso tipo sottoposte a stimoli diversi;

• Cellule dello stesso tipo soggette o meno a condizioni patologiche.

2. Quali proteine sono differenzialmete soggette ad una particolare PTM confrontando fentotipi cellulari diversi

Fosfoproteoma

Metilproteoma

Acetilproteoma

Ubiquitinproteoma

Glicosilproteoma …

3. Quali proteine costituiscono/sono presenti in un determinato complesso macromolecolare/organello

Proteoma nucleare
Proteoma di membrana

Proteoma mitocondriale…

4. Quali proteine interagiscono con una determinata proteina (X)

Determinazione del network molecolare di una proteina (X)
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Un settore emergente della ricerca delle scienze della vita che usa tecnologie High Throughput (HT) 

per la visualizzazione, identificazione e/o caratterizzare tutte le proteine in una determinata cellula, 

tessuto o organismo in un determinato momento (i.e. il proteoma). La proteomica si prefigge inoltre la 

determinazione della loro localizzazione, le modifiche,  interazioni, le attività, e, in ultima analisi, la 

loro funzione.

PROTEOMICA

1. Proteomica strutturale

Finalità della proteomica

1. Sito catalitico di una proteina 

2. Protein-protein interaction

3. Stabilire i pathways metabolici

2. Proteomica funzionale 

1. Modifiche post traduzionali (PTM)

2. Localizzazione subcellulare

3. Interazioni (Interactome)

4. Mutazioni (Diseases)

COMPRENDERE COME UNA CELLULA REGOLA LE ATTIVITA’ CELLULARI

Tecniche di Biologia molecolare

Robotica

Metodologie proteomiche 

Cromatografia

Elettroforesi

Spettrometria di massa
Cristallografia ai raggi X

Spettroscopia NMRBioinformatica
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Protein chips

Intact proteins

e.g. SELDI-MS, protein, 

tissue

and antibody arrays)

Two-dimensional gel 

electrophoresis (2-DE) of 

intact proteins: 2D-IPG; 

2D-DIGE

MS-based (“gel-free”) methods

“Shotgun” LC-ESI-MS/MS of 

total tryptic digest of proteins

Quantitation by stable isotope 

labelling

(e.g. SILAC, ICAT, iTRAQ)

Scelta della piattaforma proteomica
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DAL CAMPIONE AL PROTEOMA: UN PROTOCOLLO INTERNAZIONALE

1. Sample preparation

2. Protein separation

3. Protein identification

WORKFLOW
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TECNOLOGIE PROTEOMICHE DI SECONDA GENERAZIONE

1. Large scale

2. High-throughput

Workstations for sample preparation, spot picking, in-gel digestion of proteins, 

identification by PMF, database serching and data mining.
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* Sample preparation and 

solubilization

- Insoluble sample: membrane 

and nuclear proteins

- Proteins from highly 

resistant tissues like hair and 

skin

* Low abundance proteins

* Prefractionation

* High sample loads

* Basic proteins

* Quantitation

Aree della proteomica che necessitano di miglioramenti
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Simona Fontana -D.O.S.A.C.-

Le fasi dello studio proteomico gel- based

 Elettroforesi bidimensionale 2D-DIGE

Prima dimensione –IPG-

Seconda dimensione SDS-PAGE

 Rivelazione delle proteine sulla mappa bidimensionale

 Analisi computerizzata delle mappe proteomiche

 Identificazione degli spots proteici
Gel matching

Western Blot

Microsequenziamento N-terminale

Spettrometria di massa (MALDI-TOF e Ms/Ms)

 Analisi statistica dei dati

 Preparazione del campione

I tamponi di solubilizzazione 
comunemente utilizzati contengono 
alcuni componenti basilari per la 
funzione stessa del tampone che 
sono: 

a) agenti denaturanti
b) detergenti
c) agenti riducenti
d) anfoliti carrier.Sc
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Schema di separazione di proteine su un gradiente di pH

(I° dimensione). Il metodo sfrutta il comportamento

anfotero delle proteine, che a pH acido si caricano

positivamente, a pH basico negativamente; al pH del loro

punto isoelettrico (pI) sono elettricamente neutre.

Schema di separazione di proteine in

seconda dimensione, in base al loro Peso

Molecolare (in presenza di SDS).

L’elettroforesi bidimensionale
I dimensione

II dimensione
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I dimensione: IPG 

(Immobilized pH Gradient Electrophoresis)

pH3 pH10

+ -

pH = 7.4

pI = 7.4 0

0

-

+

ddp

0

-

+

pH = 8.4

pI = 8.4 0

Una proteina dispersa in un gradiente di pH, si troverà ad avere carica netta positiva, negativa oppure nulla (se si trova gia

ad un pH pari al suo pI. Sottoposta all’azione di un campo elettrico opportunamente orientato essa si muoverà, a seconda

della carica che reca verso l’elettrodo si segno opposto, fino a raggiungere il pH pari al suo pI. In questo punto essa

assume carica netta nulla e non è più sottoposta all’azione del campo elettrico. 
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IPG: Immobilized pH Gradient Electrophoresis

Le immobiline (derivati carichi della poliacrilamide)

non sono anfotere, ma bifunzionali: hanno cioè ad

una estremità lo ione tamponante e all’estremità

opposta il doppio legame acrilico, che permette loro

di ancorarsi alla matrice di poliacrilamide.

Range di pH:

3-10 L. e NL., 4-7, 6-11,

3.5-4.5, 4-5, 4.5-5.5, 5-6

Dimensioni:

7, 11, 18, 24 cm

Esistono in commercio gel di immobiline che coprono svariati range di 

pH. I gel sono venduti disidratati e congelati a –20°C

Gradiente 3-10 Lineare Gradiente 3-10 Non-Lineare
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Ettan IPGphor II Isoelectric Focusing System
Strip holder

Da 7 a 24 cm
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Si tratta di un gel di poliacrilammide nel quale la percentuale di acrilammide varia in modo uniforme dal

5% (alla sommità del gel) al 25% (sul fondo dello stesso).

Il gradiente è formato con un formatore di gradiente.

I gel in gradiente sono generalmente preparati con SDS e con uno stacking gel.

Gel 9%Gel 16%

Equilibrazione dell’IPG strip 
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COLORANTI ORGANICI

COLORAZIONE CON ARGENTO
COLORIMETRICHE
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Tecniche di rivelazione degli spot proteici

Colorazione con silver stain Colorazione con sypro ruby Colorazione con blue Comassie



Cy3: ecc: 532 - emiss: 580

Cy5: ecc: 633 - emiss: 670

Cy2: ecc: 488 - emiss: 520

Cy2

Cy5

Cy3
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Fluorocromi

Tecniche di rivelazione degli spot proteici
Cy2, Cy3, Cy5  esteri della cianina



Fluorescence 2-D Difference Gel Electrophoresis (DIGE)

Estratto proteico 1 

marcato con Cy2

Estratto proteico 2

marcato con Cy3

Estratto proteico 3

marcato con Cy5

Estratti marcati vengono mescolati

Gel

Acquisizione dell’immagine a diverse lunghezze d’onda

Cy2
Cy3 Cy5

Analisi differenziale

Analisi quantitativa Analisi qualitativa

1
.
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Ettan DIGE system
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Individuazione di 

una significativa 

differenza 

d’espressione

TrattatoControllo

Esempio di una tipica procedura 

di analisi proteomica

Taglio dello spot 

MALDI-TOF

Identificazione 

della proteina

Ricerca omologie 

in Banche dati

2 - Trattato

1 – Controllo 
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Success depends upon:

• Avoiding contamination of samples

• Digesting the protein efficiently

• Maximizing recovery of peptides

• Minimizing losses from handling

1. SPOT PICKING

2. DECOLORAZIONE

3. DIGESTIONE ENZIMATICA

4. ESTRAZIONE DEI PEPTIDI

5. CONCENTRAZIONE/PURIFICAZIONE

6. ANALISI MALDI-TOF

Sequenziamento delle proteine mediante  

spettrometria di massa MALDI-TOF
A protein identification technique, that correlates experimental data with theoretical data. 

Theoretical MS 

Computer 

search

Protein sequence from 

database

In silico digestion

“Experimental” MSProteolytic digestionProtein
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MDDDIAALVV DNGSGMCKAG FAGDDAPRAV FPSIVGRPRH QGVMVGMGQK DSYVGDEAQS 

KRGILTLKYP IEHGIVTNWD DMEKIWHHTF YNELRVAPEE HPVLLTEAPL NPKANREKMT 

QIMFETFNTP AMYVAIQAVL SLYASGRTTG IVMDSGDGVT HTVPIYEGYA LPHAILRLDL 

AGRDLTDYLM KILTERGYSF TTTAEREIVR DIKEKLCYVA LDFEQEMATA ASSSSLEKSY 

ELPDGQVITI GNERFRCPEA LFQPSFLGME SCGIHETTFN SIMKCDVDIR KDLYANTVLS 

GGTTMYPGIA DRMQKEITAL APSTMKIKII APPERKYSVW IGGSILASLS TFQQMWISKQ 

Proteolytic digestion

La tripsina bovina purificata viene usata per digerire le proteine in provetta ed 
ottenere dei peptidi, la cui massa molecolare viene accuratamente misurata dallo 
spettrometro di massa 

MDDDIAALVVDNGSGMCK   1853.8078

Massa monoisotopica



Lo spettrometro di massa è uno strumento che produce ioni e li separa in fase gassosa in base al loro rapporto massa/carica (m/z).

Quando una molecola, in fase vapore, viene investita da un fascio di elettroni dotati di notevole energia cinetica ionizza a ione monopositivo. 

Lo ione, o l’insieme di ioni, vengono separati sfruttando un campo elettrico e/o magnetico. 

Ionizzazione: processo per cui una molecola elettricamente neutra, sottoposta ad un flusso energetico, perde un elettrone e si carica positivamente.

Spettrometria di massa

a) camera di introduzione del campione.

b) sorgente di ioni: un flusso di elettroni viene generato da un filamento incandescente ed 

accelerato verso la camera di ionizzazione

c) analizzatore delle masse ioniche: il raggio di ioni creato nella camera di ionizzazione viene 

separato per mezzo del passaggio attraverso un campo elettrico e/o magnetico.

d) Collettore e rivelatore ionico: i raggi ionici separati vengono raccolti

e) Analisi dello spettro di massa: Diagramma che riporta l’abbondanza relativa degli ioni in 

funzione del rapporto m/z.

Zona ad alto vuoto
10-5-10-7 torr
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Differenti tipi di spettrometria di massa

Sorgente

di ionizzazione Analizzatore Rivelatore

• Ionizzazione chimica

– Chemical Ionization (CI)

• Bombardamento con atomi veloci

– Fast Atom Bombardment (FAB)

• Ionizzazione termospray

– Thermospray Ionization (TSP)

• Ionizzazione elettrospray

– Electrospray Ionization (ESI)

• Ionizzazione chimica a pressione atmosferica

– Atmospheric Pressure Chemical 
Ionization (APCI)

• Desorbimento laser assistito da matrice

– Matrix Assisted Laser Desorption
(MALDI)

Hard Ionization:

• Ionizzazione elettronica 
– Electron Ionization  (EI)

Soft Ionization:

1.

1. Tipi di ionizzazione
• Analizzatori magnetici
• Analizzatori a quadrupolo
• Analizzzatori a trappola ionica
• Analizzatori TOF (time of 

fligth)

2.

1.

2. Tipi di analizzatori

3.

3. Tipi di Rivelatori

• Faraday cup
• Moltiplicatore elettronico
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Matrix Assisted Laser Desorption (MALDI):
Permette di ottenere ioni in fase gassosa tramite pulsazioni provenienti da un laser 

(generalmente ad azoto, l= 337 nm).

Il composto da analizzare è mescolato con una matrice (che ha massimo di assorbimento attorno a 337 nm) che 

cristallizzano su un supporto inerte).

Le pulsazioni laser causano vaporizzazione e ionizzazione per trasferimento di un protone dalla matrice al 

campione

Analizzatore TOF
Separa gli ioni aventi differente rapporto carica/massa (m/z). Il tempo che lo ione impiega ad attraversare il tubo di 

volo è maggiore per gli ioni più pesanti e minore per quelli più leggeri.

Nel sistema MALDI il campione da analizzare è disciolto in un solvente volatile contenente piccole molecole 

organiche (acidi aromatici che rappresentano la matrice, il cui gruppo aromatico per l’appunto ha un massimo di 

assorbimento alla λ del raggio laser, mentre la parte acida ionizza il campione). La miscela analita-matrice viene 

fatta asciugare su un supporto di acciaio per favorire la cristallizzazione dei peptidi con la matrice
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MALDI preparation / MS analysis:

1.) Mix sample and matrix solutions in suitable
ratio.

2.) Put a sub µl aliquot of this mixture on the target
plate.

3.) Let the mixture co-crystallize.

4.) Insert the target plate in the MALDI mass spec

(running under high vacuum).

5.) Shoot with the laser on the MALDI preparation

to generate ions (singly charged
predominantly).

6.) Collect, analyze and detect the resulting ions.



Matrici

Caratteristiche
forte assorbimento alla lunghezza d’onda del laser

Stabilità a basse pressioni (sottovuoto)

Capacità di promuovere la ionizzazione dell’analita

Solubilità nei solventi compatibili con l’analita

Assenza di reattività chimica nei confronti del campioneSc
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Preparazione del campione

Procedure for Plate Washing

• Clean the plate with non-ionic detergent

• Rinse with abundant tap water

• Place pure ACN over the surface and let it stay for a few

seconds (for stain steel plates only). Repeat 2-3 times

• Pour 50% ACN on the plate and let it stay for a few

seconds. Repeat 2-3 times

• Rinse with distilled water

• Air dry

Preparazione della matrice e cristallizzazione

proteins, large peptides

peptides, protein 

digests, small proteins 

and PNAs below 10,000 

Da

small molecules, phosphopeptides, peptides, neutral carbohydrates, 

some syntheticpolymers
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Introduzione del campione

Vi sono tre differenti camere che si 

aprono sequenzialmente e sono 

collegate ad un sistema di pompaggio 

responsabile della creazione del vuoto 
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Sorgente ionica Matrix Assisted Laser Desorption (MALDI):

Irradiation

Desorption

H+

Proton transfer

Desolvation

Matrix

Sample

Sample Molecules are ionized by proton transfer from the matrix

Si basa sul processo di 

desorbimento/ionizzazione effettuato 

mediante l’interazione tra il raggio laser 

pulsante (azoto) e l’analita solido (peptidi-

matrice)

Le intense e brevi pulsazioni del laser 

causano il riscaldamento e la 

sublimazione dei cristalli di matrice, con 

conseguente espansione in fase gassosa 

delle molecole di matrice-analita. Il 

trasferimento protonico dalla matrice 

all’analita determina la ionizzazione e la 

presenza di un campo elettrostatico 

induce l’accelerazione degli ioni prodotti 

verso l’analizzatore 

Caratteristiche del laser:
Fluenza: energia fornita per unità di area (10-100 mJ/cm2)

Irradianza: Fluenza diviso la durata dell’impulso; 

Durata dell’impulso: I laser UV emettono impulsi che hanno una durata di 3-10 ns, cioè abbastanza 

breve per garantire che si abbia degradazione termica del campione e per aumentare la risoluzione
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Analizzatore TOF: (Time of Flight)

DV

Detector
Regione di accelerazione

Nella regione di accelerazione, gli 

ioni vengono sottoposti ad una forte 

differenza di potenziale che 

impartisce ad ognuno degli ioni una 

propria velocità

mv2/2 = zeE

Dal momento che v=s/t e s=d

Si ha che m(d/t)2 / 2 = zeE

md2/t2 = 2zeE

=>

t2 = m/z (d2/2eE)

Tempo che lo ione impiega per 

percorrere il tubo di volo e 

dipendente dal suo rapporto m/z

Tubo di Volo (d)
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Tubo di Volo (d)

Generazione degli ioni – Ad esempio tramite un impulso laser (MALDI)
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Tubo di Volo (d)

Accelerazione degli ioni mediante DV

DV
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Ioni hanno acquisito una propria velocità 

in dipendenza del loro m/z e si muovono 

verso il detector
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Le loro diverse velocità separano progressivamente gli ioni con diverso m/z 

durante il loro cammino verso il detector
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Le loro diverse velocità separano progressivamente gli ioni con diverso m/z 

durante il loro cammino verso il detector

(m/z)3 (m/z)2 (m/z)1
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Gli ioni con m/z diversi raggiungono il detector in tempi diversi

(m/z)3 (m/z)2 (m/z)1

Ione (m/z)1

rilevato
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DV

d1

d2

d3

Gli ioni prodotti in sorgente non partono tutti dalla 

medesima posizione 

=> 

Sono soggetti ad accelerazione differenti

=>

Si muovono con velocità differenti

=>

Pur avendo m/z uguale, raggiungono il detector in tempi 

diversi

=>

Risoluzione strumentale bassa

Questo in teoria….ma in pratica?

(m/z)3 (m/z)2 (m/z)1

dispersione
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Applicazione di un tempo di ritardo tra la 

formazione degli ioni e la loro estrazione dalla 

sorgente.

Gli ioni prodotti in sorgente rimangono 

intrappolati tra la piastrina ed una griglia 

addizionale, le quali sono tenute ad una 

differenza di potenziale prossima a zero per 

un tempo dell’ordine dei nano-secondi.

In tale periodo la collisione tra i vari ioni crea 

una distribuzione energetica iniziale più 

omogenea.

No Delayed extraction

Delayed extraction Technology

Delayed extraction
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Reflector
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Parametri da regolare per l’acquisizione

Range di massa: 500-5000Da, dimensione attese per frammenti triptici

Numero di pulsazioni laser incidenti sulla matrice: 100/s

Tipo di analizzatore: lineare-reflector

Voltaggi delle griglie responsabili dell’accelerazione edella

sincronizzazione degli ioni desorbiti 

Spettro di massa

Asse Y = abbondanza relativa espressa come valore %

Asse x = rapporto massa/carica di ogni frammento  

dell’analita espresso come m/z.
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Isotopi = differenti forme di un elemento, che hanno lo stesso

numero di protoni (stesso numero atomico), ma differente

numero di neutroni (massa atomica differente)

Lo spettro di massa e gli isotopi Relative Isotope Abundance of Common Elements:

The monoisotopic mass is the mass of the isotopic peak 

whose elemental composition is composed of the most 

abundant isotopes of those elements

A basse masse il picco monoisotopico è sempre quello più 

abbondante;

Ad alte masse il pico monoisotopico può non essere quello 

più abbondante

Isotope Mass [%] Abundance
1-H 1.007825 99.985
2-H (Deuterium) 2.014000 0.015
12-C 12.00000 98.90
13-C 13.00336 1.10
14-N 14.00307 99.63
15-N 15.00011 0.37
16-O 15.99491 99.76
18-O 17.99916 0.20
19-F 18.99840 100
23-Na 22.98977 100
31-P 30.97376 100
32-S 31.97207 95.03
34-S 33.96787 4.22
35-Cl 34.96885 76.77
37-Cl 36.96590 31.98
39-K 38.96371 93.26
79-Br 78.91834 50.69
81-Br 80.91629 49.31

Elements that are found in nature in form 
of only one single isotope, are called
monoisotopic elements.
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59

MALDI-TOF
Where do these isotope peaks originate from?
For a given molecule, the individual isotopes of all the elements contained in it finally yield a characteristic 
intensity distribution of isotopic masses. This is shown below by means of the isotopically resolved mass spectra of 
3 compounds being different in size:
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5400 5404 5408 5412 5416 m/z

Element composition: C41H69N13O14S

Monoisotopic mass [M+H]+: 1000.4880

Average mass [M+H]+: 1001.1409

Element composition: C112H164N29O34S2

Monoisotopic mass [M+H]+: 2524.1510

Average mass [M+H]+: 2525.8196

Element composition: C253H363N55O75S

Monoisotopic mass [M+H]+: 5404.6075

Average mass [M+H]+: 5407.9984

The monoisotopic mass is the sum of the masses of all the atoms present in a molecule using the mass of the most 
abundant isotope for each element.
The average mass of a molecule is the sum of elemental masses using the average weighted over all stable isotopes of 
each element contained in the molecule.
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Identification

Quantification

General workflow of proteomics analysis

MALDI, MS/MS Store 

peak lists 

and all 

meta 

dataPMF

MS/MS

DIGE

LC-MS & Tags

Proteins/peptides

2D gel 

image 

aquisition 

and storage

Digestion and/or 

separation

Mascot

Sequest

Aldente

Popitam

Phenyx

FindMod

Profound

PepFrag

MS-Fit

OMSSA

Search 

XLinks

TagIdent
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Analisi dello spettro: Software DATA EXPLORER

. dat
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513.28032

514.31182

515.33208

517.32344

519.34464

520.30616

521.31843

524.27141

525.28402

527.25242

528.3148

529.26915

530.3145

531.30499

532.29962

536.28928

537.31947

539.02839

540.27901

541.29915

545.00138

545.26798

547.26952

548.28543

549.2304

550.32061

551.28686

552.30398

553.29473

558.24968

559.32232

560.31588

563.35092

565.33119

567.0281

568.20009

569.30876

575.33414

579.3513

581.32657

582.27999

584.33389

585.31873

586.33678

589.21695

590.24667

591.32277

592.31411

596.26551

598.30333

599.17752

600.33234

601.33367

602.3327

603.34387

605.33099

607.30016

610.32244

613.35035

616.37186

617.37586

618.32429

623.37918

624.31278

625.36789

629.26353

630.36604

633.29828

634.33652

635.34737

646.37683

652.32833

653.35786

655.32927

656.37218

657.37053

661.37621

662.40108

683.39374

684.36785

687.38667

691.39037

692.39785

701.48289

707.4208

714.38991

723.33645

772.4391

804.36597

805.38676

806.40291

824.43486

827.50568

828.45179

842.5099

846.3923

847.42092

856.5167

864.49177

870.54404

886.46612

887.49573

892.49859

980.54747

998.54434

1020.52183

1045.56489

1078.52167

1097.583

1254.68919

1275.73388

1341.71444

1442.72853

1537.65441

1559.66478

1722.82836

1744.85151

1794.79203

1816.84111

1829.95287

1837.874

1851.83742

1940.95497

2211.1046

2221.12513

2222.11765

2225.156

2233.0661

2239.13929

2261.13234

2283.19558

2284.17151

2292.15585

2297.20997

2305.15757

2408.17397

2691.27519

2748.35138

2751.18472

2771.39975

2791.37256

2795.13281

2807.31599

2921.33481

3096.8624

3333.61437

3338.79755

3348.5959

3352.44528

3795.0807

3795.9656

3809.8987

3811.76443

3857.26716

4274.90814

4521.35947

4990.4464

Selezione manuale dei picchi di interesse

Addotti del Na = + 22

Addotti del K = + 39

Addotti dell’O = + 16

Masse ≤ a 600 = frammenti dimatrice

Masse  ≥ 2280 = polimeri di matrice

Regola empirica:

Peptidi con 3 cifre = il primo decimale deve essere la metà del 

primo valore

Peptidi con 4 cifre = il primo decimale deve essere la metà della 

dei primi due valori 
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The significance of the result 

depends on the size of the 

database being searched

> 5% probability that 

the match is a random 

events, of no 

significance
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Per purificare e concentrare in pochi secondi da femtomoli a picomoli di 

campioni biologici ZipTip è un puntale per pipetta da 10 µL con un letto 

di resina cromatografica di circa 0,6 µL, fissato in punta senza volumi 

morti. E’ ideale per concentrare, dissalare e frazionare in pochi secondi 

peptidi, proteine od oligonucleotidi da analizzare in spettrometria di 

massa, HPLC, elettroforesi capillare ed altre tecniche analitiche. ZipTip è 

semplice e facile da usare.

Dopo averlo saldamente alloggiato in punta ad una pipetta singola o 

multicanale, ad un ago cilindrico calibro 22 di siringa HPLC oppure ai 

coni di un sistema automatizzato, per legare il campione occorre aspirare 

ed erogare il liquido diverse volte attraverso la resina. Allo stesso modo, 

è possibile dilavare i contaminanti e poi eluire con precisione il campione 

purificato in 1 - 4 µL di solvente compatibile con il trasferimento diretto 

sul target dello spettrometro di massa o in provettina.

Quando c’è il bisogno d’eluire in volumi ancora inferiori (es.: <1 µL), si 

può ricorrere allo ZipTip con micro-letto di soli 0,2 µL di resina. ZipTip 

mette a disposizione riproducibilità ed alta resa per purificare e 

concentrare pico e femtomoli di peptidi, proteine od oligonucleotidi e 

quindi migliorare la qualità del dato analitico; con la possibilità di 

effettuare eluizioni a gradiente, è anche possibile, per esempio, 

semplificare l’analisi di miscele complesse di peptidi frazionandole. 

ZipTip è un dispositivo veloce e sempre pronto all’uso che fa risparmiare 

tempo sostituendo, la classica tecnica cromatografica, in tutte le 

preparazioni del campione tranne quelle più complesse.

Zip-Tip
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La proteomica gel-free o shot gun proteomics
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a I dati omici che derivano dalla proteomica 
shot gun sono molto complessi, in quanto 

contemporaneamente abbiamo 
informazioni di espressione e modulazione 

di centinaia di proteine

CLUSTERIZZAZIONE DELLE PROTEINE
IN BASE ALLA FUNZIONE



• La complessità strutturale delle cellule può essere 
disassemblata in moduli, collegati da connettori 
modulari

• costruzione di modelli di moduli singoli che poi 
verranno assemblati per dare via via strutture più 
complesse. 

System biology

La systems biology, quindi, ha come obiettivo lo 
studio dei meccanismi attraverso cui le 
macromolecole cellulari interagiscono in modo 
dinamico fra loro per generare le proprietà 
funzionali delle cellule viventi 
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L’approccio con 
lo studente 



Dai geni alle proteine: il ruolo della bioinformatica
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Consentire la consultazione e l’analisi delle informazioni in essa contenute e di ogni altra informazione a 
esse correlate e memorizzate in altre banche dati

BANCHE DATI



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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https://www.uniprot.org/
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